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La presente invention concerne un procede d'obtention de plantes 
produisant un amidon modifie, l'amidon modifit extrait de ces plantes et les 
produits prepares a partir de cet amidon modifie. 

L'amidon est le polyoside de stockage energttique chez les 

5 vegetaux. II constitue le principal apport calorique de I'ali mentation animate et 
humaine et est egalement une source majeure de matidre premiere vtgttale 
pour des utilisations non alimentaires. L'amidon est compost de deux fractions 
polysaccharidiques distinctes : I'amylose et l'amylopectine. L'amylose, qui 
represente la fraction minoritaire de l'amidon, est constitue de rtsidus glucose 

10 unis par des liaisons a-1,4, et prtsente moins de 1% de ramifications. 
L'amylopectine, qui represente la fraction majoritaire de l'amidon, est constitute 
de rtsidus glucose unis par des liaisons a-1,4, et presente environ 5% de 
ramifications, constitutes par des rtsidus de glucose lies au polymtre principal 
par une liaison a-1,6. La distribution asymetrique de la ramification de 

15 l'amylopectine est responsable de la croissance illimitee des molecules et par 
consequent des grains d'amidon, et rend egalement compte de la plupart des 
proprittts physico-chimiques de l'amidon. 

La biosynthtse de l'amidon depend d'une voie dont les etapes 
biochimiques principales sont la synthase d'ADP-glucose suivie par le transfert 

20 de ce precurseur en position a-1,4 sur un glucane par des (ADP-glucose :1,4-a- 
D-glucane 4-a-D-glucosyl)transferases, le polymtre formt etant ramifie par 
Taction des enzymes dites de ramification ou de « branchement » : les 1 ,4-a-D- 
glucane 6-a-D-(1 t 4-a-D-glucano)-transft rases. La figure 1 annexee est un 
schema simplify du metabolisme de l'amidon jusqu'& present connu de I'homme 

25 du metier. 

Par ailleurs les 4-a-D-glucanotransftrases vtgttales, appeltes 
egalement enzymes D pour « disproportionating enzymes » (« enzymes 
disproportionnantes ») sont connues pour catalyser le transfert de glucane d'une 
molecule 1 ,4-a-glucane vers une autre (transglycosylation intermoltculaire). Les 
30 regies d'action de I'enzyme D sur des substrats oligosaccharidiques sont 
schematisees comme suit : 



2 



Schema : Exemple d'activite disproportionnante par I'enzyme D sur 

le maltotriose 
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Accepteur (n) Donneur (x) <-> Produit (n + 2) + Donneur-2 

*G-G-Goh + *G~G~Goh <-> *G~G~G~G~Goh ♦ *Goh 

*G-G-G-G-Goh + *G~G~Goh <-> *G-G~G~G-G~G-G oh + *Goh 

*G-G-Goh ♦ *G~G~G~G~G~G~Goh «-» *G~G~G~G~Goh + *G~G~G-G~G oh 

*G~G~G~G~Goh + *G~G~G~G~Goh *G~G~G~G~G~G~G oh + *G~G~Gqh 



Le maltose ne peut servir de substrat donneur et seule une liaison d 
I'extremit6 du maltotriose peut etre attaquee. En outre, la premiere liaison du cote 
non-reducteur et I'avant-demfere liaison du c6t6 reducteur sont r6sistantes d 
Taction de I'enzyme. 

is Takaha et al. ont rapports au Congres de i'AAB (Association of 

Applied Biologists) qui s'est tenu du 6 au 8 avril 1998, & Edimburgh, UK, (congr&s 
sur le thdme : « production et utilisation de I'amidon ») que des pommes de terre 
sans enzyme D poussaient plus lentement que les pommes de terre contrdles et 
que, malgrd cela, la teneur en amidon present dans les tubercules et sa 

20 composition apparaissaient normales en ce qui concerne notamment I'aspect des 
grains d'amidon en microscopie optique ou 6lectronique, les proportions en 
amylose et amylopectine, le poids moleculaire de I'amylopectine debranchee et le 
nombre et la longueur des ramifications a-1,6. Takaha et al. en ont conclu que 
I'enzyme D n'a pas un role direct sur les structures et les quantites d'amidon 

25 produit mais joue un rdle dans la croissance de la pi ante et son d6veloppement, 
I'amylopectine et I'amylose servant de molecules donneuses pour le transfert de 
maltooligosaccharide vers le glucose, permettant ainsi la dislocation et la 
solubilisation des grains d'amidon (Takada et al, 1998). 

De manure surprenante, les auteurs de la pr§sente invention ont 

30 d6couvert que les enzymes D sont en fait impliqu^es dans la biosynthese de 
I'amidon, en transferant des oligosaccharides sur un pr6curseur de 
I'amylopectine. Les enzymes D peuvent en particulier transf6rer I s 
oligosaccharides provenant du pool ^oligosaccharides produits in vivo par 
deramification du precurseur de I'amylopectine lors de la maturation de 

35 I'amylopectine. Les enzymes D peuvent notamment transfer r les 
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oligosaccharides pouvant contenir par exernple de 2 a 20, en particulier de 2 a 6, 
residus de glucose. La figure 2 annexee presente le role de I'enzyme D dans le 
cycle du metabolisme de I'amidon, tel que decouvert par les auteurs de la 
presente invention. 

5 Cette decouverte a ete mise a profit pour modifier, en fonction du 

taux d'enzyme D active present, la distribution des longueurs des chalnes de 
I'amylopectine, present en particulier dans (es organes de reserve des plantes. 
L'invention s'applique aussi au glycogene, present en plus faible quantite que 
Tamylopectine dans les plantes mais que Ton peut trouver par exernple dans les 

10 grains de maTs doux, en permettant de la m§me fa?on la modification de la 
distribution de la longueur des chalnes de glycogdne. 



La presente invention a pour objet un procede d'obtention de 
plantes ou parties de plantes produisant un amidon modifie dans lequel on 

15 augmente ou on diminue le taux d'expression d'enzyme D dans les cellules de 
plante, ledit amidon modifte different de I'amidon produit naturellement par les 
plantes par la distribution des longueurs des chalnes de Tamylopectine. 

Selon un premier mode de realisation de l'invention, on diminue le 
taux d'expression d'enzyme D endog&ne, de fa$on a conduire & la production 

20 d'un amidon comprenant une amylopectine pr6sentant un enrichissement en 
chatnes comportant moins de 6 residus de glucose par rapport & un amidon 
produit naturellement. La diminution de ('expression d'une enzyme D endog^ne 
peut etre notamment realisee selon le procede comprenant les etapes consistant 
a: 

25 a) construire un vecteur d'expression comprenant un 

sequence nucleotidique antisens du g&ne codant pour ladite enzyme D 
endogene; 

b) transformer une cellule de plante avec ledit vecteur 
d'expression ; 

30 c) regen6rer la plante £ partir de la cellule transformee a I'etape 

b, ladite plante transgeniqu ainsi obtenu produisant un amidon comprenant 
une amylopectine dont la distribution des longueurs de chalnes est alt§ree, 
notamment dans le sens d'un enrichissement en chaTnes comportant moins de 6 
residus de glucose. 
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De maniere avantageuse, ladite cellule de plante transformee selon 
I'etape b) est 6galement transform6e par des sequences nucleotidiques antisens 
des genes codant pour des enzymes affectant la repartition de la longueur des 
oligosaccharides produits lors du metabolisme de I'amidon, telles que les 
5 phosphorylases et les amylases. 

Une autre possibility pour r6duire Factivite de I'enzyme D dans tes 
cellules des plantes est d'exprimer des ribozymes qui sont des molecules d'ARN 
qui agissent com me des enzymes catalysant specifiquement le clivage des 
transcrits codant pour I'enzyme D, par des techniques connues de I'homme du 
10 metier (EP 321 021). 

II est egalement possible d'obtenir une plante presentant un 
alteration de I'expression d'enzyme D par le proc6de dit "transwitch" d6crit dans 
WO90/12084. 

L'activite de I'enzyme D endogene peut egalement §tre reduite par 

15 mutag6n£se des cellules de plante soit par irradiation U.V ou par un agent 
mutagdne chimique, soit par insertion de transposons. Les elements 
transposables ont la capacity de perturber ('expression de genes dans lesquels 
ils sont inseres et de generer des delations, rearrangements, et mutations au 
locus cible (McClintock et aL, 1950). 

20 Une technique de mutagenese par transposons qui peut etre 

avantageusement utilis£e est la mutagenese par transposon Mutator confirmee 
par un criblage en g6n6tique inverse (Bensen et a I., 1995) (Das et al., 1995). 
Cette technique met en oeuvre les <§tapes consistant £ croiser une lignee 
"Mutator" avec des hybrides des plantes d'interSt puis d cribler les plantes F1 

25 obtenues par PCR avec une amorce sp6cifique des transposons et une amorce 
sp6cifique de la sequence nucleotidique codant pour I'enzyme D. Les graines F2 
obtenues d partir des plantes criblees F1 permettent d'obtenir des plantes dont le 
ph6notype est alors analyse. 

Selon un deuxidme mode de r6alisation de Tinvention, on augmente 

30 le taux d'expression d'enzyme D dans la plante, de fagon ^ conduire a la 
production d'un amidon comprenant une amylopectine presentant un 
enrichissement en chaines comportant au moins 9 r§sidus de glucose par rapport 
& un amidon produit naturellement, ladite enzyme D etant identique a I'enzyme D 
endogdne ou 6tant d'origine h6terologue. 
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[.'augmentation du taux d'enzyme D peut etre notamment realisee 
selon le procede comprenant les etapes consistant d : 

a) construire un vecteur d'expression comprenant une 
sequence nucleotidique codant pour une enzyme D, qui peut etre une enzyme D 

5 identique e I'enzyme D endogdne ou qui peut etre d'origine heterologue ; 

b) transformer une cellule de plante avec ledit vecteur 
d'expression ; 

c) reg6n§rer la plante £ partir de la cellule transformee a l'6tape 
b) f ladite plante transgenique ainsi obtenue produisant un amidon comprenant 

10 une amylopectine dont la distribution des longueurs de chalnes est alter6e, 

notamment dans le sens d'un enrichissement en chatnes comportant au moins 9 

residus de glucose. 

De maniere avantageuse, ladite cellule de plante transformee selon 

I'etape b) est 6galement transformee par des sequences nucleotidiques codant 
15 pour des enzymes affectant la repartition de la longueur des oligosaccharides 

produits lors du metabolisme de I'amidon, telles que les phosphorylases et les 

amylases. 

Ladite sequence nucleotidique codant pour une enzyme D peut une 
enzyme D d'origine heterologue, telle que notamment une enzyme D choisi 
20 parmi I'enzyme D de la pomme de terre (Takaha et al, 1993) ou I'enzyme D de 
Chlamydomonas reinhardtii de 62 kD telle que definie ci-apr6s. 



La construction des vecteurs d'expression mentionnes ci-dessus est 
k la portee de I'homme du metier suivant les techniques standard. Lesdits 

25 vecteurs d'expression peuvent contenir une sequence nucleotidique antisens du 
gdne codant pour ladite enzyme D endogdne, selon le premier mode de 
realisation de r invention, ou une sequence nucleotidique codant pour une 
enzyme D, selon le deuxidme mode de realisation de I'invention. La sequence 
nucleotidique codant pour une enzyme D est associee aux elements permettant 

30 son expression dans la plante, e savoir notamment un promoteur et un 
t rminat ur d transcription. 

La transformation de cellules vegetales peut etr realisee par 
transfert des vecteurs susmentionn6s dans les protoplastes, notamment apr6s 
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incubation de ces derniers dans une solution de polyethyl&neglycol en presence 
de cations divalents (Ca 2+ ). 

La transformation des cellules vegetales peut egalement etre 
realisee par electroporation notamment selon la methode decrite dans I'article de 
5 Fromm et al., 1986. 

La transformation des cellules vegetales peut egalement etre 
realisee par utilisation d'un canon a gene permettant la projection, & ires grande 
vitesse, de particules metalliques recouvertes des sequences d'ADN d'interet, 
delivrant ainsi des g&nes a I'int6rieur du noyau cellulaire, notamment selon la 
10 technique decrite dans 1'article de Sanford, (1988). 

Une autre methode de transformation des cellules vegetales, est 
celle de la micro-injection cytoplasmique ou nucleaire. 

Selon un mode de realisation particulierement pr6f6re du proc6d6 
de 1'invention, les cellules vegetales sont transformees par biolistique, c'est-e-dire 
15 par projection, au moyen d'un canon £ particules, de microparticules recouvertes 
des sequences nucieotidiques a transferer (J. Finner, 1 992). 

Selon un autre mode de realisation du proc6d6 de I' invention, les 
cellules vegetales sont transformees par un vecteur selon ('invention, ledit hote 
cellulaire etant susceptible d'infecter lesdites cellules v6g6tales en permettant 
20 integration dans le genome de ces dernieres, des sequences d'ADN d'interSt 
initialement contenues dans le genome du vecteur susmentionn6. 

Avantageusement, I'h&te cellulaire susmentionne utilise est 
Agrobacterium tumefaciens, notamment selon la methode decrite dans Tarticle 
d'An et al., 1986, ou encore Agrobacterium rhizogenes, notamment selon la 
25 methode decrite dans I'article de Jouanin et al., 1987. 

De maniere preferentielle, la transformation des cellules v6g6tales 
est realisee par le transfert de la region T du plasmide circulate extra- 
chromosomique inducteur de tumeurs Ti d' Agrobacterium tumefaciens, en 
utilisant un systeme binaire (Watson et al.). 
30 Pour ce faire, deux vecteurs sont construits. Dans un de ces 

vecteurs, la region d'ADN-T a 6te eiiminee par deletion, a Texception des bords 
droit et gauche, un g6ne marqueur etant ins6r6 entre eux pour permettre la 
selection dans les cellules de plantes. Uautre partenaire du systeme binaire est 
un plasmide Ti auxiliaire, plasmide modifie qui n'a plus d'ADN-T mais contient 
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toujours les g&nes de virulence wr, necessaires a la transformation cle la cellule 
vegetate. Ce plasmide est maintenu dans Agrobacterium. 

Parmi les terminateurs de transcription pouvant §tre utilises, on peut 
citer te terminateur polyA 35S du virus de la mosaTque du chou-fleur (CaMV), 
5 decrit dans i'artide de Franck et al., (1980), ou le terminateur polyA NOS, qui 
correspond a la region en 3' non codante du gene de la nopaline synthase du 
plasmide Ti d' Agrobacterium tumefaciens souche & nopaline (Depicker et al., 
1982). 

Parmi les promoteurs de transcription pouvant etre utilises, on peut 
10 citer notamment : 

- le promoteur 35S, ou avantageusement le promoteur constitutif 
double 35S (pd35S) du CaMV, decrits dans I'article de Kay et al. f 1987 ; 

- le promoteur PCRU du gene de la cruciferine de radis permettant 
I'expression des sequences associees uniquement dans les semences (ou 

15 graines) de la plante transgenique obtenue ; 

- les promoteurs PGEA1 et PGEA6 correspondant d la region 5* non 
codante des g£nes de la proline de reserve de graines, GEA1 et GEA6, 
respectivement, 4'Arabidopsis thaliana (Gaubier et al., 1993) et permettant une 
expression specifique dans les graines ; 

20 - le promoteur chim6rique super-promoteur PSP (Ni M et al., 1995), 

constitu6 de la fusion d'une triple repetition d'un 6l6ment activateur 
transcriptionnel du promoteur du g6ne de I'octopine synthase d' Agrobacterium 
tumefaciens, d'un element activateur transcriptionnel du promoteur du gdn d 
mannopine synthase et du promoteur mannopine synthase d' Agrobacterium 

25 tumefaciens ; 

- le promoteur actine du riz suivi de Tintron actine de riz (PAR-IAR) 
contenu dans le plasmide pAct1-F4 d6crit par Mc Elroy et al., 1991 ; 

- le promoteur HMGW (High Molecular Weight Glutenine) d'org ; 

- le promoteur du g&ne de yz^ine de maTs (Pyzeine) contenu dans 
30 le plasmide py63, et permettant I'expression dans I'albumen des semences de 

mais. 
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Parmi les cellules vegetales susceptibles d'etre transformees 
conformement a la pr6sente invention, on peut citer celles de la pomme de terre, 
du ble, du maTs et du riz. 

La presente invention a egalement pour objet une plante ou partie 
de plante telle que notamment la pomme de terre, le bid, le maTs ou le riz, 
produisant un amidon modifie differant de 1'amidon produit naturellement par les 
plantes par la distribution des longueurs des chalnes de I'amylopectine, ladite 
plante ou partie de plante etant obtenue par le precede de I'invention tel que 
d§crit pr§c6demment. 

Par « partie de plante », on entend notamment les organes de 
reserve naturellement riches en amidon, tels que les graines ou les tubercules. 
Par « partie de plante », on entend egalement les cellules de ladite plante. 

La presente invention a Egalement pour objet un procede 
d'obtention d'amidon modifie different de Pamidon produit naturellement par les 
plantes par la distribution des longueurs des chatnes de I'amylopectine, dans 
lequel : 

on extrait I'amidon modifig & partir des plantes ou parties de 
plantes obtenues selon le proc6d6 de I'invention. tel que d6crit precedemment. 

ou on proc6de d Pextraction et & la solubilisation de Pamidon 
de plantes ou parties de plantes, puis on met en contact ledit amidon solubilis6 
avec une enzyme D, en presence de polysaccharides ou ^oligosaccharides 
eventuellement modifies. 

Uextraction de cet amidon est r§alis6e selon les techniques 
standard connues de I'homme du metier. La solubilisation de I'amidon est 
§galement connue de Thomme du metier et peut §tre realis6e par trempage et 
fractionnement du grain d'amidon (Whistler et al t (1967)), ou par exemple par 
chauffage. De manfere alternative, on peut utiliser des enzymes destructurant 
I'amidon, telles que les amylases. 

Selon un mode de r§alisation de Tinvention, on met en contact ledit 
amidon solubilis6 avec une enzyme D en pr6sence de saccharides. Lesdits 
saccharides peuvent §tre en particulier des oligosaccharides modifies 
chimiquement, de fagon d modifier les propriety de Pamidon, par exemple sa 
digestibility. 
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De mantere avantageuse, on peut ajouter a l'enzyme D des 
enzymes affectant la repartition cle la longueur des oligosaccharides produits lors 
du metabolisme de I'amidon, telles que les phosphorylases et les amylases. 

Ladite enzyme D mise en contact avec I'amidon solubilis6 peut 
5 provenir de la meme espece de plante que celle dont on extrait I'amidon ou peut 
avoir une origine heterologue. On peut en particulier choisir I'enzyme D parmi 
I'enzyme D de la pomme de terre (Takaha et al, 1993) ou I'enzyme D de 
Chlamydomonas reinhardtii de 62 kD telle que definie ci-apr6s. De maniere 
avantageuse I'enzyme D utilisee est thermostable. 
io L'enzyme D de Chlamydomonas reinhardtii est purifi§e par le 

procede comprenant les etapes consistant d : 

- centrifuger la souche Chlamydomonas reinhardtir, 

- pr&cipiter la fraction acellulaire au sulfate de protamine ; 
-passer le surnageant obtenu & I'etape precedente sur une 

15 chromatographie d'echange d'anions ; 

-soumettre la fraction non retenue d l'§tape prScedente d une 
precipitation differentielle au sulfate d'ammonium ; 

-soumettre le surnageant obtenu a l*6tape pr§cedente a une 
chromatographie de tamisage mol6culaire ; 
20 - concentrer par une chromatographie d'§change de cations le culot 

obtenu d I'etape pr6c6dente. 

L'enzyme D de Chlamydomonas reinhardtii purifi§e ainsi obtenue a 
un poids rnol£culaire de 62kD. 

25 La presente invention a egalement pour objet I'amidon modifie 

differant de I'amidon produit naturellement par les plantes par la distribution des 
longueurs des chaines de Tamylopectine, ledit amidon modifi§ etant obtenu par le 
proc6de ci-dessus. En particulier I'amidon modifi6 obtenu par extraction et 
solubilisation de I'amidon de plantes ou parties de plantes, puis mise en contact 

30 dudit amidon solubilise avec une enzyme D, 6ventuellement en presence de 
saccharides, comporte une amylopectine dont la distribution des longueurs des 
chaines externes est modifi6e par rapport d un amidon produit naturellement. 
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L'amidon modifie conformement £ la presente invention peut etre 
utilise directement ou hydrolyse afin de produire des oligosaccharides d'interet 
(en particulier le glucose). L'obtention d'amidon modifie conformement a 
Tinvention peut permettre de diminuer les quantites d'enzymes necessaires pour 
5 une telle hydrolyse. 

Par ailleurs, l'amidon modifi6 conformement d I'invention peut etre 
utilise lors de la fabrication de divers aliments, en particulier en tant qu'additif 
augmentant la viscosit6 ou favorisant la formation d'un gel. 

L'amidon modifie conformement a I'invention peut egalement etre 
10 utilise dans de nombreuses industries : industrie du papier et du carton, industrie 
des adhesifs, industrie textile, industrie pharmaceutique (pour la formulation d s 
medicaments), etc. 

L'amidon modifie conformement a I'invention peut egalement subir 
d'autres modifications, en particulier des modifications chimiques telles qu'un 
15 traitement acide, une oxydation, une esterifi cation, etc avant son utilisation. 

La presente invention a egalement pour objet ('utilisation de cet 
amidon modifie pour la preparation de produits derives, notamment de produits 
alimentaires. 

La presente invention a 6galement pour objet les produits ainsi 
20 prepares comprenant de l'amidon modifie d iff e rant de l'amidon produit 
naturellement par les plantes par la longueur des chaines externes de 
I'amylopectine. 
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Les figures et exemples ci-apr§s illustrent I'invention sans en limiter 

la portee. 

LEGENDES PES FIGURES : 

La figure 1 repr6sente un schema simplifie du metabolisme de 
I'amidon jusqu'a pr6sent connu de Thomme du m6tier. 

Toutes les Stapes decrites sont compartimentees dans le plaste. 

®. Phosphoglucomutase 

®. ADP-glucose pyrophosphorylase 

3). Amidon synthetases solubles et liees 

®. Enzymes de branchement 

<D. Phosphorylase 

©. Amylases, enzymes de d€branchement, maltases 
©. Hexokinase 

Glc=glucose ; Pi=phosphate inorganique 

La figure 2 represents un schema simplifie de la synthese 
d'amylopectine, dans lequel est mis en evidence le rdle de I'enzyme D. 

Toutes les etapes decrites sont compartimentees dans le plaste : 
©.Conversion du G-6-P en G-1P par la phosphoglucomutase 

plastidiale 

®. Synthase du glycosylnucl6otide precurseur ADP-glucose par 

I'ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase) 

G). Elongation par les amidons synthetases solubles (SS) 
®. ramification par les enzymes de branchement (BE) 
<D. ddbranchement par I'isoamylase (DBE) et liberation 

^oligosaccharides (MOS) 

©. reinsertion des oligosaccharides produits par debranchement par 

I'enzyme D. 

WSP=Polysaccharides solubles dans I'eau ; 
MOS=Maltooligosaccharides; G-6-P= glucose-6-phosphate ; Glc=glucose. 

Le cout 6nerg6tiqu d'Spissage par le DBE t I'enzyme D decrite 
dans cette invention est de 2 ATP par glucane cliv6 t reintroduit dans 
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I'amylopectine en © (WSP 111 ). Ce cout decoule de la reactivation du glucose 
produit par I'enzyme D en ADP-glucose. Le pointill6 trace a partir de WSP 111 
illustre la possibility offerte au polysaccharide de reservir de substrat d'elongation 
tant que la structure requise pour I'insolubilisation dans le grain n'aura pas ete 
5 atteinte. L'entree et la sortie du cycle sont illustrees par les fleches en traits gras 
et sont constitutes d'une part par la synthese d'ADP-glucose et cfautre part par 
la cristallisation et I'insolubilisation du polysaccharide & la surface du grain. 

La synthase d'arnylose est posterieure £ I'insolubilisation et se 
realise exclusivement dans le granule. 

10 La figure 3A reprtsente la distribution des longueurs des 

oligosaccharides solubles non d6branches accumules par la souche rnutante 
JV45J de Chlamydomonas reinhardtii. 

La figure 3B represents la distribution de longueurs des chaines de 
I'amylopectine d6branch6e de la souche Chlamydomonas reinhardtii sauvage. 

15 La figure 3C represente la distribution de longueurs des chaines de 

I'amylopectine d§branch§e de la souche mutante JV45J Chlamydomonas 
reinhardtii 

La figure 3D represente la distribution de longueurs des chaines de 
I'amylopectine debranch6e de mais « waxy » avec I'enzyme D pure de 
- 20 Chlamydomonas reinhardtii en Pabsence ^oligosaccharides. 

La figure 3E represents la distribution de longueurs du maltotriose 
incub6 avec I'enzyme D pure de Chlamydomonas reinhardtii 

La figure 4 repr£sente Incorporation de maltooligosaccharides sur 
I'amylopectine de la souche sauvage de Chlamydomonas reinhardtii 

25 

EXEMPLES : 

Les auteurs de la pr6sente invention ont 6tudi6 la biosynth6se de 
I'amidbn d partir d'un module approprid: I'algue Chlamydomonas reinhardtii 
30 (Buleon et al, 1997). En effet cet organisme unicellulaire stocke un amidon qui 
est identique a celui stocke dans I'endosperme des cereales et contient en outre 
les mfemes enzymes de biosynthese de I'amidon. 

Les auteurs de la pr6sente invention ont s6lectionne un nouveau 
mutant de I'algue Chlamydomonas reinhardtii accumulant de petits 
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oligosaccharides lineaires et presentant un taux de synthase d'amidon reduit de 

90% (ExemeLJ. )■ 

Uamidon residuel comporte une structure modifiee nouvelle 
caract6risee par un enrichissement en amylose et par une amylopectine dont les 
5 chaines ultra-courtes (environ 2, 3, ou 4 residus de glucose) sont surabondantes 
relativement aux chaines de longueur moyenne (environ de 9 a 18 residus de 
glucose) ( Exemole 2 ). 

Les auteurs de la presente invention ont en outre montr6 que ce 
mutant 6tait depourvu d'une proteine de 62kD normalement presente chez les 
io souches sauvages de Chlamydomonas reinhardtii, et ont identify cette proteine 
comme etant une 4-a-D-glucanotransferase (enzyme D) (Exemole 3 ). 

Les auteurs de la presente invention ont enfin mis en evidence une 
nouvelle fonction polymerase de I'enzyme D vis-a-vis de I'amylopectine ( Exemple 
4). 

15 

EXEMPLE 1 : 

Isolement du mutant sta 11 de Chlamydomonas reinhardtii 

20 Selection de la souche JV45J de Chlamydomonas reinhardtii 

Au cours d'une mutagenSse UV (12 % de survie) r6alis6e sur la 
souche sauvage de reference 137C de Chlamydomonas reinhardtii, 5.10 4 plages 
cellulaires carencdes en azote ont 6te criblees par une methods de vaporisation 
d'iode (Delrue et al., 1992). Toutes les souches renfermant moins de 20 % de la 

25 quantite normaie d'amidon accumulee par la souche 137C sont reper6es par leur 
coloration jaune et ont ete caracterisees. Un echantillon de cinq souches 
sauvages et sept mutants est inocul§ en plage cellulaire sur un milieu carence en 
azote. Les plages ont ete vaporis§es d deux reprises aprds cinq jours 
d'incubation en lumi&re vive continue. Les plages jaunes contiennent moins de 

30 12 % de la quantite d'amidon accumulees par les plages noires. La teinte olive 
observee chez certaines plages peu colordes suggerent I'existence d'un amidon 
residuel enrichi en amylose. Parmi ces souches, ont ete selectionnees celles qui 
affichaient une complementation en trans avec des mutants porteurs de sfa-f f 
sta6-1 :: ARG7, sta7-1::ARG7 t sta5-1 qui sont d§fectueux pour les loci codant 
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pour la grosse et la petite sous-unite cle TAGPase {STA1 et STA6) pour 
I'isoamylase de 88 kDa (STA7) ou pour la phosphoglucomutase plastidiale 
(STA5). Seule une souche parmi les 5.1 0 4 colonies (JV45J) faisant preuve d'une 
reduction de 90 a 95 % de la quantite d'amidon synthetisee en conditions 

5 d'accumulation (carence en azote) a ete retenue apres cette selection. Ce mutant 
a ensuite ete croise avec une souche sauvage et 257 produits de rneiose ont 
respectivement classe en 119 souches de phenotype mutant pour 128 clones 
d'aspect sauvage. 

Un nouveau type de mutant (JV45J), qui accumule 4 % de la 

10 quantit6 normale en amidon, a ainsi pu fetre isole. Le caractere responsable du 
phenotype defectueux se comporte com me un caractere recessif mendelien au 
vu de la segregation aprds croisement, et definit un nouveau locus gendtique 
nomme STA11, puisque la mutation complemente en trans et recombine avec 
('ensemble des defectuosit6s testees. 

15 

EXEMPLE 2 : Caracterisation des polysaccharides du mutant 

stall 

Les polysaccharides presents dans les souches porteuses de 
20 STA11 ont 6t§ isol6s. En plus de I'amidon granulaire, les mutants sta11-1 
accumulent une quantity equivalente (5 %) de glucanes solubles, les malto- 
oligosaccharides de petite taille (figure 3A). 

La presence simuttanee d'une fraction d'oligosaccharides et du 
phenotype "pauvre en amidon" a 6te retrouv6e dans toutes les souches portant la 
25 mutation sta11-1 (n=50). La structure r6siduelle de Tamidon granulaire a §te 
mesur§e par differentes techniques incluant I'analyse d'une diffraction grand- 
angle aux rayons X , la microscopie 6lectronique a transmission (TEM) et la 
microscopie electronique d balayage (SEM), la separation de I'amylose et 
I'amylopectine par chromatographie sur gel filtration, la RMN (R6sonnance 
30 Magn6tique Nucleaire) du proton et le d§branchement enzymatique sur Tamylose 
et Tamylopectine ainsi purifiees. 
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1 . L'amidon aranulaire 

L'amidon granulaire et les glucanes solubles ont ete analyses 
separement. Uamidon disperse dans le DMSO aqueux et delipide par un 
precipitation avec quatre volumes d'ethanoi a 6te resuspendu dans 1 0 mM NaOH 
pour etre ensuite fractionn6 par chromatographie de tamisage rnoleculaire sur gel 
de sepharose CL2B. 

a) Composition en amylose et amlyopectine (filtration sur gel). 

La separation de Pamylopectine et de Tamylose est operee par gel 
filtration de la souche mutante JV45J et la reference sauvage 137C. L'amidon 
dissous dans 10 mM NaOH a et6 fractionne par chromatographie de tamisage 
mol6culaire selon la methode decrite par Delrue et al. (1992). Un echantillon de 
chaque fraction a 6t6 color6 & I'iode et le spectre complet du complexe 
polysaccharide-iode a §t6 enregistre. Des dosages & I'amyloglucosidase ont 
revel§ la presence de 30 % d'amylose (15 % pour la reference sauvage). 
Relativement d la souche sauvage, I'amylopectine est caracterisee par une Xmax 
du complexe polysaccharide-iode qui s'est accru de 20 & 30 nm (de 550 a 570- 
580 nm). Cette derniere caract6ristique est retrouv6e dans un grand nombre 
d'amidons enrichis en amylose. 

b) forme des granules et structure cristalline 

Les diffractogrammes des rayons X montrent un changement du 
reseau cristallin du type A sauvage de forte cristallinite vers un melange de types 
A et B de cristallinit6s beaucoup plus faibles. La forme des granules est 
particulidrement alteree et leur taille globale est r^duite. En fait, la souche 
sauvage presente globalement des grains a surface lisse tandis que le mutant 
presente des grains de taille plus reduite avec une surface de grains rugueuse et 
irregulidre. 

2. Les olucanes solubles : malto-oliaosaccharide de petite taille 

La fraction des glucanes solubles (WSP) a §t6 soumise a une tripl 
extraction au methanol chloroforme. La phase aqueuse a et§ lyophilis^e et le 
culot sec redissous dans un tampon et fractionn6 par chromatographie de 
tamisage mol§culaire sur colonne de TSK-HW-50 comme Tont d6crit Mouille et 
al., 1996. Contrairement aux fractions solubles (WSP) purifi6es k partir de 
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mutants deficients en isoamylase, aucun phytoglycogene ou autre 
polysaccharide soluble de masse importante n'a ete trouve. Par contre, la fraction 
WSP accumulee par les mutants stall est constitute exclusivement par des 
oligosacharides peu ramifies (moins de 1 , 5 % de branchements) de faible masse 
(figure 3A). 

EXEMPLE 3 : Mise en evidence d'une modification d 
I'amylopectine. 

1 . D6branchement enzvmatiaue £ I'isoamvlase 

Les fractions amylose et amylopectine obtenues par 
chromatographie de tamisage mol6culaire ont ensuite subi un debranchement 
enzymatique a I'isoamylase suivi d'une separation 6lectrophoretique des chaines 
debranch6es. Les resultats illustr6s par la figure 3 etablissent la nouveaut6 de la 
structure presentee par I'amylopectine de la souche JV45KJ. En effet, 
I'amylopectine pr§sente un accroissement en chaines traditionnellement absent 
de la structure. 

Un marquage par I'APTS (acide 8-amino-1,3,6-pyr6netrisulfonique) 
a ete effectue sur les extr6mites reductrices avant de s6parer les chaines en 
fonction de leur longueur sur gel de sequence. Alors qu'aucun changement n'est 
detecte au niveau de la distribution des longueurs de chaines de I'amylose, une 
modification significative de la distribution des tres courtes longueurs de chaines 
est observ6e pour ramylopectine (figure 3C compares a figure 3B). 

2. Technioue de zymooramme et §tude enzymoloaiaue. 

La detection de la d£fectuosit§ a et§ r§alis6e selon une technique 
de zymogramme sous conditions d6naturantes (Mouille et al., 1996). De plus, 
une 6tude enzymologique ctetaillee a et6 effectu6e en extraits baits et semi- 
purifies pour toutes les enzymes connues susceptibles de participer & la 
biosynthese de Tamidon. 

Cette 6tude implique des mesures quantitatives et qualitatives des 
activit§s enzymatiques, parallelement a des caracterisations cinetiqu s et des 
analyses des profils tfelution sur colonnes Mono-Q 6changeuse d'anion 
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(chromatographie FLPC). Les enzymes testees sont les suivantes : ADP-glucose 
pyrophosphorylase, phosphoglucomutase, amidon synthetase soluble I, amidon 
synthetase soluble II, amidon synthetase liee au granule, enzymes de 
branchement (deux types), enzymes de debranchement (pullulanase et 
isoamylase), phosphorylases et toutes les hydrolases de ('amidon qui peuvent 
etre detectees dans des gels de zymogramme contenant de I'amidon. Aucune 
difference qualitative ou quantitative de ces activites enzymatiques n'a co- 
segreg6 avec le gene mutant. 

Lors de la realisation de zymogrammes en conditions denaturantes, 
('absence d'une bande de 62 kD se colorant en rouge fonce d I'iode a et' 
visualis6e dans les produits de meiose portant la mutation sta11-1 sur 
zymogramme en presence d'amidon ou d'amylopectine alors que cette bande de 
62 kD apparait distinctement chez les segr6geants sauvages (n=75). Selon la 
technique mise au point par Mouille et al. f 1996), le polysaccharide d'une bande 
de gel a et6 elu6 t le produit a ete soumis a une analyse RMN. Le spectre du 
proton de I'amylopectine incub6e s'6tait consid§rablement modiftee. En fait, le 
signal bimodal du proton, initialement de 5,3 d 5,2 ppm a ete remplace par un 
signal monomodal d la m§me position de 5,2 ppm, dans les conditions standard 
de RMN. 

3. Purification de I'enzvme et activit6 de transfer! de olucanes. 

Une purification n§cessite 20 litres de culture d'une souche sauvage 
de Chlamydomonas reinhardtii en milieu TAP (Harris, 1989) pendant trois jours 
afin d'obtenir une density cellulaire de 2 x 10 8 cellules par ml. Apres 
centrifugation £ 3000 rpm pendant 10 minutes, le culot cellulaire est passe deux 
fois d la presse de French et immediatement congele k -80°C. Cet extrait brut 
d6conge!6 est centrifug6 20 minutes a 1000 rpm d 4°C. Les proteines de Fextrait 
(350 a 500 mg) sont dosses par la methode de Bradford (kit de dosage Bio-rad). 

Le surnageant est pr§cipit6 par de la protamine sulfate 5 % (40 \x\ 
par ml d'extrait 15 minutes dans la glace) puis centrifuge d 10000 rpm pendant 
20 minutes a 4°C. 

Le surnageant (200 a 400 mg de proteines) est injects grSce a un 
programme de multi-injections sur une colonne Schangeus d'ions MonoQ 
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(Pharmacia HR 10/10 d'un volume de 9 ml, debit : 2 ml.min" 1 ) equilibree clans un 
tampon acetate de sodium 50 mM. DTT 2 mM (pH 6 par I'acide acetique). 

La fraction non retenue (40 a 70 mg) subit une premiere 
precipitation au sulfate d'ammonium 30 % (176 mg/ml) 45 minutes d 4°C puis est 
5 centrifugee a 1 000 rpm pendant 20 minutes. 

Le surnageant (30 a 60 mg) est ensuite pr§cipit6 a 50 % 45 minutes 
a 4°C (126 mg/ml) puis est centrifuge £ 10000 rpm pendant 20 minutes. 

Le culot (10 d 20 mg de proteines) est resuspendu dans 2 ml de 
tampon acetate de sodium 50 mM, DTT 2 mM pH 6 puis injecte sur gel filtration S 
10 100 (FPLC ; Pharmapia sephacryl 2,6 x 60 cm ; debit : 2 ml.min" 1 ; volume de 
fraction : 2 ml ; support alkyl dextran ponte par du N,N' methylene bisacrylamide ; 
gel spherique d'un diametre de 25 £ 75 |jm ; gamme de fractionnement : 1000 d 
10000) equilibree dans le me me tampon. Les fractions d'inter§t sont collectees 
30 minutes aprfes I'injection puis reperees par r§v§lation de I'activit6 sur 
15 zymogrammes selon la technique decrite par Mouille et al., (1996). L'enzyme 
d'interet est retrouvee dans les fractions 14 £ 26. Ces fractions sont rassembl§es 
et concentres d Paide d'une colonne echangeuse de cations UnoS12 
commercialism par Bio-Rad (gel d'un volume de 15 x 68 mm greffe de groupes 
d'acide sulfonique) dans un tampon acetate de sodium 50mM, DTT 2 mM. 
20 L'enzyme disproportionnante est 6luee par un gradient continu de NaCI (tampon 
acetate de sodium 50 mM, NaCI 1 M) et l'enzyme est recup6r6e dans les 
fractions correspondant a I'elution par le NaCI 50 %. 

Toutes les colonnes sont effectu6es en FPLC sur un appareil 
Pharmacia LCC-500. 

25 L'enzyme pure a reproduit les effets observes sur I'amylopectine par 

RMN du proton. L'incubation d'amylopectine avec l'enzyme pure a conduit des 
changements importants dans la distribution des chaTnes longues de 
I'amylopectine (figure 3D). L'action sur I'amylopectine a pu etre pr^cisee par 
debranchement du produit incub6 avant et apres traitement ^ la (3-amylase. 

30 Comme les p-amylases sont des enzymes processives qui digerent 

selectivement les chaTnes ext6rieures des polysaccharides, le r6sultat obtenu 
montre que les modifications majeures sont restreintes aux chaines externes du 
polymere. II est important de noter qu'aucun oligosaccharide n'est Iiber6 dans le 
processus alors que la quantity de liaisons ot-1,6 r ste constante. L'enzyme d 
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62kD est done une a-1,4 glucanotransferase dont la fonction est de diver les 
liaisons ct-1 ,4 pr£sentes sur les chaines externes du donneur amylopectine pour 
les transferer aux extremes non reductrices de chaines voisines exterieures de 
Taccepteur. Dans les plantes, les seules a-1 ,4 glucanotransferases connues pour 
etre presentes lors de la synthese de I'amidon, sont commun§ment appelees 
enzymes D. Elles sont connues pour agir sur des oligosaccharides solubles longs 
d'au moins trois rdsidus glucose (maltotriose) pour donner des oligosaccharides 
de longueurs variables aux depends de la formation du glucose. La reaction 
consiste en un clivage d'un glucane donneur et un transfert sur une chalne 
recepteur. 

faction de I'enzyme de 62 kD identifi£e a parallelement et6 testde 
sur le glucose, le maltose, le maltotriose, le maltotetraose, le maltopentaose, le 
maltohexaose et le maltoheptaose : I' enzyme disproportionne avec succds tous 
les oligosaccharides plus longs que le maltose et le glucose, sur lesquels elle n'a 
aucune action. Ses effets sur le maltotriose ont 6t6 decrits £ la figure 3E. Les tres 
faibles quantites de maltose dans tous les cas confirment que I'enzyme obeit aux 
regies pr6sent£es prec6demment d§finissant I'action des enzymes 
disproportionnantes. 

EXEMPLE 4 : 

Nouvelle fonction polymerase de i'enzyme D 

Des oligosaccharides sont marqu6s radioactivement au 14 C par 
debranchement in vivo de Tamylopectine marquee. II a 6t6 v6rifi§ qu la 
distribution de la longueur des chaines dans le melange des chaines 
debranchees correspondait £ celle pr6sent6e d la figure 3B. 

^incorporation des oligosaccharides dans I'amylopectine (figur 4) 
ou le glycogfene de foie de lapin a 6t6 mesur6e avec succ§s, d des 
concentrations physiologiques en maltooligosaccharides. En effet, I'enzyme D a 
manifesto une activity polymerase trds efficace sur le glycogene et sur 
I'amylopectine. Les substrats et produits de la reaction ont 6t§ separ6s par 
chromatographie de tamisage mol§culaire en gel de TSK-HW-50 (glycogene) ou 
en sepharose CL2B. 
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[.'incorporation du marquage des maltooligosaccharides sur 
I'amylopectine fournit un essai plus fiable sur I'activite de I'enzyme D 
comparativement a la production de glucose. 

II a par ailleurs ete mis en evidence que la polymerisation in vitro 
5 etait localisee sur les chaines externes de I'amylopectine. En effet, le signal de 
radioactivite incorporee dans le polysaccharide disparait lorsque I'amylopectine 
qui a subi r incorporation des oligosaccharides est mise en presence de (3- 
amylase, enzyme sp6cifique des chaTnes externes de I'amylopectine. 

10 

EXEMPLE S : 

Obtention de plantes de maTs transg€niques 

A. Obtention et utilisation de cal de maTs comme cible pour la 

15 transformation g6n6tiaue. 

La transformation gen6tique du maTs, quelle que soit la methode 
employee (6lectroporation ; biolistique, microfibres, canon d particules), requiert 
generalement ('utilisation de cellules indifferenciees en divisions rapides ayant 
conserve une aptitude d la regeneration de plantes entieres. Ce type de cellules 

20 compose le cal friable embryogdne (dit de type II) de maTs. 

Ces cals sont obtenus a partir d'embryons immatures de genotype 
H1 II ou (A188 x B73) selon la methode et sur les milieux d6crits par Armstrong 
(1994). Les cals ainsi obtenus sont multiplies et maintenus par repiquages 
successifs tous les quinze jours sur le milieu d'initiation. 

25 Des plantules sont ensuite r§gen§r6es a partir de ces cals en 

modifiant I'equilibre hormonal et osmotique des cellules selon la methode d6crite 
par Vain et al (1989). Ces plantes sont ensuite acclimat&es en serre ou elles 
peuvent §tre croisdes ou autof6cond6es. 

30 B. Utilisation du canon £ particules pour la transformation aenetiaue 

du maTs. 

Le paragraphe precedent d§crit Tobtention et la regeneration des 
lignees cellulaires d la transformation. On d6crit ici une methode de 
transformation gen6tiqu conduisant a Tintegration stable des genes modifies 
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dans le g§nome de la plante. Cette methode repose sur ['utilisation d f un canon a 
particules. Les cellules cibles sont des fragments de cals decrits dans le 
paragraphe A. Ces fragments d'une surface de 10 a 20 mm 2 ont 6te disposes, 4 
heures avant bombardement, a raison de 16 fragments par botte au centre d'une 
boite de P6tri contenant un milieu de culture identique au milieu d' initiation, 
additionne de 0,2 M de mannitol + 0,2 M de sorbitol. Les plasmides portant les 
sequences nucl6otidiques a introduire telles que I'ADNc codant pour I'enzyme D 
de la pomme de terre (Takada et al., 1993) ou les sequences antisens obtenues 
a partir de cet ADNc sont purifi§es sur colonne Qiagen, en suivant les 
instructions du fabricant. lis sont ensuite pr£cipites sur des particules de tungsten 
(M10) en suivant le protocole decrit par Klein et al (1987). Les particules ainsi 
enrob£es sont projetees vers les cellules cibles a I'aide du canon et selon le 
protocole decrit par J. Finner (1992). 

Les boltes de cals ainsi bombardes sont ensuite scellees a I'aide de 
©Scellofrais, puis cultivees a i'obscurite a 27°C. Le premier repiquage a lieu 24 
heures apres, puis tous les quinze jours pendant trois mois sur milieu identique 
au milieu d'initiation additionne d'un agent s§lectif. Les agents selectifs utilisables 
consistent g£neralement en composes actifs de certains herbicides (®Basta, 
® Roundup) ou certains antibiotiques (Hygromycine, kanamycine, ...). 

On obtient aprds trois mois ou parfois plus tdt, des cals dont la 
croissance n'est pas inhibee par I'agent de selection, habituellement et 
majoritairement composes de cellules resultant de la division d'une cellule ayant 
integre dans son patrimoine genetique une ou plusieurs copies du gene de 
selection. La frequence d'obtention de tels cals est d'environ 0,8 cal pour bolt 
bombard£e. 

Ces cals sont identifies, individualists, amplifies puis cultives de 
fa$on & regenerer des plantules. Afin d*6viter toute interference avec des cellules 
non transformees, toutes ces operations sont menees sur des milieux de cultur 
contenant I'agent s6lectif. 

Les plantes ainsi regener^es sont acclimat^es puis cultivees en 
serre ou elles peuvent etre crois6es ou autof§condees. 
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C. Utilisation 6 % Aarobacterium tumefaciens pour la transformation 
aenetiaue du ma is. 

La technique utilisee est decrit par Ishida et al., 1996. 
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REVENPICATIONS 



1. Precede d'obtention de plantes ou parties de plantes 
5 produisant un amidon modifie dans lequel on augmente ou on diminue le taux 

d'enzyme D dans les cellules de ladite plante, ledit amidon modifie differant de 
I'amidon produit naturellement par les plantes par la distribution de la longueur 
des chaines de Tamylopectine. 

2. Precede selon la revendication 1 dans lequel on diminue le 
10 taux d'expression d'enzyme D endogdne de fagon a conduire & la production 

d'amidon comprenant une amylopectine presentant un enrichissement des 
chaines comportant moins de 6 residus de glucose. 

3. Proced6 selon la revendication 2 comprenant les etapes 

consistant d : 

15 a) construire un vecteur d'expression comprenant une sequence 

nucl6otidique antisens du gdne codant pour ladite enzyme D endogdne; 

b) transformer une cellule de plante avec ledit vecteur 
d'expression ; 

c) r£g€nerer la plante & partir de la cellule transformee d I'etape b, 
20 ladite plante transg6nique ainsi obtenue produisant un amidon comprenant une 

amylopectine presentant un enrichissement des chaines comportant moins de 6 
residus de glucose. 

4. Plante ou partie de plante, telle que notamment pomme de 
terre, bl6, maTs ou riz, produisant de I'amidon modifie differant de Tamidon produit 

25 naturellement par les plantes par la distribution de la longueur des chaines de 
I'arnylopectine, ladite plante ou partie de plante 6tant obtenue par le proc6de 
selon Tune quelconque des revendications pr6cedentes. 

5. Proc6d6 d'obtention d'amidon modifi6 differant de I'amidon 
produit naturellement par les plantes par la distribution de la longueur des 

30 chaines de Tamylopectine, dans lequel : 

- on extrait Tamidon modifT a partir des plantes ou parties de 
plantes selon la revendication 4 ; 

- ou on precede a I'extraction et d la solubilisation de I'amidon de 
plantes ou parties de plantes, puis on met en contact ledit amidon solubilis6 avec 
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une enzyme D, en presence d'autres polysaccharides ou oligosaccharides 
eventuellement modifies. 

6. Amidon modifie obtenu selon le procede de la revendication 

5. 

7. Utilisation d'amidon modifie selon la revendication 6 pour la 
preparation de produits d6riv£s, notamment de produits alimentaires. 

8. Produits contenant un amidon modifie selon la revendication 

6. 

9. Enzyme D de Chlamydomonas reinhardtii purifiee par le 
procede comprenant les etapes consistant a : 

- centrifuger la souche Chlamydomonas reinhardtii] 

- precipiter la fraction acellulaire au sulfate de protamine ; 
-passer le surnageant obtenu a I'etape precedente sur une 

chromatographie d'echange d'anions ; 

-soumettre la fraction non retenue a I'etape precedente £ une 
precipitation diff6rentielle au sulfate d'ammonium ; 

-soumettre le surnageant obtenu & retape precedente d une 
chromatographie de tamisage moleculaire ; 

- concentrer par une chromatographie d'6change de cations le culot 
obtenu £ I'etape precedente. 

1 0. Proc6de selon la revendication 1 dans lequel on augmente le 
taux d'enzyme D active pr6sente par Texpression de I'enzyme D de 
Chlamydomonas reinhardtii purifi§e selon la revendication 9. 
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